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Onderwerp: Literatuuronderzoek omtrent patuline 
Doel: 
Dit verslag heeft tot doel een literatuuroverzicht te geven omtrent 
het voorkomen van patuline en methoden voor het aantonen en bepalen 
van patuline in verschillende produkten. 
Samenvatting: 
Patuline is een toxische uitscheidingastof dat door verschillende 
penicillium- en aspergillus-schimmelsoorten geproduceerd \>lordt. 
Patuline bezit ook carcinogene en mutagene eigenschappen, \>/anneer rat-
ten gedurende vijftien maanden met patuline worden ingespoten (onder 
de huid) (33 , 1, 73, 39). P.expansum kan patuline vormen in o .a.: 
druiven, perziken, peren, abrikozen, pruimen of rozijnen, kersen , 
komkommers, worteltjes , tomaten , bananen, ananas en appels die rotte 
plekken vertonen . Na enten ~et P.expansum, P.urticae of Byssochlamys 
niveau kan er ook patuline gevormd tolOrden in reineelaude, aardbei , 
dam1 meloenen, rode en groene paprika, maar er wordt geen patuline 
gevormd in selderie , koolrabie, bloemkool, rode kool, radijs, paarde 
radijs, uien, vruchtvlees van een kalebas (als groente), aardappels en 
pootaardappels (22). Patuline komt vooral voor in appelprodukten 
zoals: appelsap , appelmoes en appelstroop. 
Vroeger ,.;erd patuline het meest bepaald m.b.v . dunnelaagchromatografie 
met als detectiereagens :t-IDTH hydrachloride. Het Z.IDTH hydrachloride 
wordt na het ontwikkelen van de silicagel plaat in tolueen-
ethylacetaat-90% mierezuur (5+4+1), op de plaat gespoten . Het patuline 
derivaat is dan onder invloed van langgolvig UV-licht als geel-bruine 
fluorescerende vlek lolaarneembaar , met een detectiegrens van 20-25 ~g/1 
appelsap (64, 63 , 14). 
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De laatste jaren gebruikt men bij de DLC methode ook ~'lel het benzidin 
detectiereagens. Het benzidin reagens wordt op de plaat gespoten, 
nadat de plaat is ontwikkeld in achtereenvolgens I tolueen-
ethylacetaat- mierezuur (5+4+1) en II benzeen-methanol-ijsazijn 
(90+5+5). Het patuline derivaat is dan onder invloed van UV-licht (360 
nm) als geel fluorescerende vlek waarneembaar, met als detectiegrens 
van 5 llg/1 sap of 5 llg/kg fruit of groente (34). Tegemwordig gebruikt 
men het meest de HPLC methode met een ll- bondapak-CN kolom , met als 
elutievloeistof een gradi~nt van A: n-hexaan met B: 5% butanol-1 
in dichloormethaan. Als detector ~'lordt een UV-detector van 275 nm 
gebruikt. Deze methode heeft een detectiegrens van 5 llg/kg met als 
recovery meer dan 90%. Dit is een snelle methode en heeft \oleinig 
oplosmiddel nodig en daardoor een goede methode voor seriemonsters 
(36) . 
Er kan ook een GLC methode \olorden gebruikt met als detector een 
massaspectrometer (high resolution single ion monitoring), deze 
methode heeft als detectiegrens 0,2 llg/1 appelsap (57). 
Conclusie: 
Patuline is een toxische uitscheidingsstof dat door verschillende 
penicillium- en aspergillus-schimmelsoorten geproduceerd \o~ordt en dus 
meestal voorkomt op beschimmelde en verrotte produkten. 
Patuline bezit waarschijnlijk ook carcinogene en mutagene eigenschap-
pen. De meest geschikt combinatie voor het bepalen van patuline is 
HPLC met een Straight phase kolom en UV-detectie. De detectiegrens is 
bij deze methode 5 llg/kg met een recovery van meer dan 90% (36). 
Er kan ook een GLC methode worden gebruikt •net als detector een massa-
spectrometer (high resolution single ion monitoring). Deze methode 
heeft als detectiegrens 0 , 2 llg/1 appelsap (57) . 
Verantwoordelijk: ir L.G.N. Th. Tuinst~ra ) 
t Nedewerker / samensteller: J. Hulstein 
Projektleider: \V. Haasnoot ~ 
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1 . Inleiding 
Schimmelgroei op voedsel voor mens en dier komt algemeen voor. Het kan 
resulteren in een zodanig bederf van deze voedingsmiddelen, dat deze 
een gevaar kunnen vormen voor de volksgezondheid. Vele schimmels pro-
duceren namelijk toxische stofwisselingsprodukten, die bekend zijn als 
mycotoxinen. Ziektes bij mens en dier, die veroorzaakt worden door 
vergiftigingen met deze mycotoxinen , '"orden mycotoxicoses genoemd ( 4) • 
Het verschijnsel van de mycotoxicose is ongeveer honderd jaar bekend 
en werd uitvoerig beschreven in diverse diergeneeskundige publikaties, 
waarbij het verband tussen consumptie van beschimmeld voedsel en het 
ontstaan van de ziekte bij de mens en dier werd gelegd. Bekende vormen 
van mycotoxicose bij de mens zijn het reeds uit de middeleeuwen 
bekende ergotisme of St .Anthonusvuur en de gele rijst ziekte. Het 
ergotisme ontstaat door het eten van granen, '"aarin toxische alka-
lorden voorkomen als gevolg van besmetting met de schimmel Claviceps 
purpurea. De gele rijst ziekte in Japan wordt veroorzaakt door diverse 
Penicillium-soorten. In Rusland kwam in 1940 onder meer dan 10% van de 
bevolking een ziekte voor , die bekend staat als Alimentary Toxic 
Aleukia ( = A. T.A. ). Deze ziekte 1<1erd veroorzaakt door het e ten van 
graan dat gedurende de winter op het land had gestaan en beschimmeld 
'"as met Fusarium- en Cladosporium-s tammen (13) . 
De laatste grote uitbraak van mycotoxicose bij dieren was in 1960 in 
Groot-Brittani~, bekend geworden als Turkey-X-disease, waarbij meer 
dan 100.000 kalkoenen het slachtoffer werden. De oorzaak van deze 
ziekte werd toegeschreven aan de aanwezigheid van de schimmel 
Aspergillus flavus, die een zeer toxische metaboliet produceert, het 
aflatoxine (15) • 
Naar aanleiding van deze laatste epidemie nam de belangstelling voor 
de bestudering van de aanwezigheid van aflatoxine-producerende schim-
mels en hun metabolieten in levensmiddelen enorm toe . 
Het onderzoek bleef niet beperkt tot aflatoxine, ook andere mycotoxi-
nen zoals citrinine , ochratoxine en penicillinezuur werden onderzocht . 
De laatste jaren k1vam patuline voorkomende in o . a . appelsap (78) in de 
belangstelling te staan . De vraag kan worden gesteld of patuline ook 
in appelmoes kan voorkomen. 
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De appelmoesconsumptie in Nederland bedraagt 7 kg per persoon per 
jaar; het is vooral een geliefd produkt bij kindéren'. Het is derhalve 
van belang te weten of appelmoes en appelsap een potentieel gevaar 
kunnen vormen voor de volksgezondheid. 
Het doel van dit onderzoek is: 
Het zoeken naar een geschikte kwalitatieve analysemethode voor de 
bepaling van patuline in verschillende produkten zoals o.a.: verrotte 
appels, appelsap, appelmoes, appelstroop. 
Deze methode moet tevens een lage detectiegrens (ppb- niveau) en een 
• 
redelijke recovery-waarde bezittten (> 80%). 
2. Chemische- en fysische eigenschappen en de stabiliteit van patuline 
Patuline is een onverzadigd ~-lacton met de empirische formule c7H6o4 • 




OH (80, 81) 
Pat u I in 
De vaste stof, die uit kleurloze rombische plaatjes of prisma 's 
bestaat heeft een smeltpunt van 110,5°C. Het absorptie-maximum van 
patuline in het UV-gebied ligt bij 275 (16), 277 (53) en 276 nm (33,80). 
Patuline is goed oplosbaar in methanol, ethanol, aceton en warm water 
en matig oplosbaar in ethylacetaat, benzeen, chloroform en koud water, 
terwijl het niet oplosbaar is 'in Petroleum-ether 60-80° (50). 
Patuline is niet stabiel in alkalisch milieu. Het toxine verliest zijn 
biologische activiteit bij een pH boven 6,9. Patuline is wel stabiel 
in zuur milieu (15). 
Wanneer so2 door een waterige oplossing van patuline wordt geleid, 
treedt zeer snel een verandering in het absorptiespectrum van patuline 
in het UV gebied op. 




Dit wijst op een totale wijziging in de moleculaire structuur (53). 
Patuline, opgelost in benzeen, chloroform of methyleenchloride is 
gedurende langere tijd stabiel, terwijl het mycotoxine in methanol of 
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water with time. 
figuur 2 
Scott (66) toonde aan dat patuline stabiel is in appel- en druivensap, 
maar niet in sinasappelsap. Dit laatste verklaren zij met het feit dat 
patuline geinactiveerd wordt door sulfhydrylgroepen bevattende verbin-
dingen. Bij ver~itting van de vruchtensappen tot 80°C gedurende 10 en 
20 minuten wordt 50% van de aanwezige patuline afgebroken. Patuline 
wordt niet voliedig afgebroken door verhitting boven 100°C bij een pH 
die varieert van 3,5 tot 5,5. Het blijkt dat patuline een grotere sta-
biliteit bezit bij lage pH (38). 
De chemische reactiviteit van patuline ten opzichte van sulfhydryl-
groepen wordt bepaald door patuline met glutathion te laten reageren 
bij verschillende pH's. Scott (66) vindt bij een pH van 6,9; 3,0; 2,3 
een patulinereductie tot resp. 10% na 1 dag, 27% na 7 dagen en 45% na 
7 dagen. 
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Brackett (7) vindt bij de pH-waarde 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 en 8,0 resp. 
een snellere afname van patuline met de tijd (bij een temperatuur van 
25°C) (zie figuur 3). 
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Dccrca~c of patulin content at pH valucs of 6.0, 6.5, 7.0, 




De verdwijning van patuline is een schijnbare eerste orde reactie 
dc/dt = - K [H+) -0, 67 [C) t = tijd C = concentratie patuline. 
In vlees- en vleeswaren zal de aanwezige patuline waarschijnlijk wor-
den afgebroken door reactie met sulfhydrylgroepen, waarbij het reac-
tieprodukt niet meer aantoonbaar is me t een chemische bepalingsmethode 
voor patuline. Uit proeven met kuikenembryo's, muizen en de konij-
nenhuidtest blijkt dat het reactieprodukt niet toxisch is (31). 
Direct na het toevoegen van patuline aan cheddar kaas treedt een 
s terke vermindering van de hoeveelheid patuline op (73). 
Bewaartemperatuur en sterilisatie hebben geen invloed op de 
hoeveelheid uit de kaas geextraheerde patuline. '~aarschijnlijk treedt 
ook hier reactie op tussen patuline en componenten in de kaas 
(SH-groepen?) die het verdwijnen van patuline tot gevolg heeft. 
De groei van Penicillium-expansum wordt minder naar mate de waterac-
tiviteit omlaag gaat (zie figuur 4) (47). 
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Brackett (5) vindt dat, door toevoeging van vitamine C aan een patu-
line bevattende buffer met een pH van 3,5, de patulinehoeveelheid 
sneller minder wordt met de tijd (zie figuur 5) en na toevoegen van 5% 
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figuur 5 figuur 6 





Toevoeging van natriumascorbaat heeft een snelle verdwijning van patu-
line tot gevolg, maar het tijdstip waarop het to·egevoegd wordt heeft 
geen invloed, of het Na ascorbaat nu bij het begin of na 6 dagen wordt 
toegevoegd het heeft beide dezelfde snelheid van verdwijning van patu-
line tot gevolg (zie figuur 7). 
figuur 7 
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De organochloorbeschrijdingsmiddelen Naled en Dichlorvos (bij een con-
centratie van 100 mg/1) beletten de patuline-produktie voor resp. 100 
en 89%. 
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De organofosfaat insectleides Halathion en Diazinon (bij een con-
centratie van 100 mg/1) beletten de patuline-produktie voor 0-52%. 
De carbamaat insectleides Landrin en Sevin beletten de patuline-
produktie voor resp. 85 en 100% en bij een concentratie van 100 mg/1 
beletten ze de sporenvorming, maar ze beletten niet de groei van 
P.urticae (17). 
3. Toxiciteit van patuline 
In het begin \.;ras de belangstelling voor patuline vooral gericht op 
zijn therapeutische eigenschappen . Het mycotoxine remt in zuur milieu 
(tussen pH= 3,3 en pH= 6,3) de ademhaling van zowel gram-positieve 
als gram-negatieve bacteri~n (1, 28). 
Patuline voorkomt de groei van gisten en schimmels (het heeft een 
fungistatische \.;rerking) en het toxine remt de kieming van schim-
melsporen (59, 15). 
Patuline is toxisch voor hogere planten. Tarwe planten, die in patuil-
nehoudende grond gek\.;reekt \'lorden, komen niet volledig tot 
ontwikkeling. De tarwezaden Idemden niet, nadat de grond met 20 ppm 
patuline besmet \'las (48, 19). 
Na verder onderzoek bleek dat patuline \'laarschijnlijk ook carcinogene 
en mutagene eigenschappen bezit (39, 33, 1, 73). 
Patuline, ingespoten bij muizen, verhoogt de doorlaatbaarheid van 
bloed- en lymfevaten, \'laardoor oedemen gevormd \'lorden. Tevens veroor-
zaakt het remming van de vochtuitscheiding en verhoging van het bloed-
suikergehalte (33). 
Verder kunnen long- en hersenoedemen, im.;rendige bloedingen en een 
vergroting van de capillaire doorlaatbaarheid van de lever voorkomen 
(1). 
{o/anneer gedurende vijftien maanden tt.;reemaal per \'leek subcutaan patu-
line ingespoten \.;rordt bij ratten , t.;rordt de vorming van kwaadaardige 
tumoren waargenomen (33, 1, 73, 39). 
De intraveneuze LD 50-waarde voor ratten en muizen ligt tus sen 0,3 en 
0,7 mg patuline per 20 g lichaamsge\.;richt, terwijl 1,0 mg patuline per 
muis altijd dodelijk t.;ras (9, 15). 
De LD 50- \.;raarde bij orale opname van patuline door muizen is 0, 7 mg 
per 20 g lichaamsgewicht, terwijl dan 2,5 mg steeds dodelijk is (9). 
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Ook andere dieren zijn gevoelig voor patuline. Bij kuikens, die 
gedurende zes weken dagelijks 0,2 rug patuline via hun voedsel toege-
diend kregen, traden ernstige leverbeschadigingen op (43). 
Bij \olit-leghornhaantjes \olerd een LD 50-waarde van 170 mg per kg 
lichaamsgewicht waargenomen. Sublethale hoeveelheden patuline gaven 
aanleiding tot bloedingen in het spijsverteringskanaal (37). 
4. Aamo1ezigheid van patuline- producerende schimmels en patuline in 
levensmiddelen 
Patuline is een giftige uitscheidingastof van verschillende 
Penicillium- en Aspergillus- schimmelsoorten, '"aaronder Penicillium-
claviforme, P.Patulum, P.expansum, P.melanii, P.equinum, 
P.novae-zeelandiae, P.divergens, P.urticae, P.leucopus, P.cyclopium, 
P.lapidosum (21). 
Aspergillus- davatus, A.giganteus, A.terreus, Byssochlamys nivea, Pae 
cilomyces sp . 
P. expansum kan patuline vormen in o.a. druiven, perziken, peren, 
abrikozen, pruimen of rozijnen, kersen, komkommer, worteltjes, toma-
ten, bananen en ananas. 
P.expansum en patuline komen tevens voor in verrotte appels. 
Patuline werd aangetoond in reinclaude, aardbei, dauwmeloenen, rode en 
groene paprika na enten met P.expansum, P.urticae of Byssochlamys 
nivea. 
De kunstmatige infectie faalde bij selderie, koolrabie, bloemkool, 
rode kool, radijs, paarde radijs, uien, vruchtvlees van een kalebas 
(als groente), aardappels en pootaardappels (22). 
Slechts 1% van de van meel en brood getsoleerde Pencillia '"aren in 
staat in vitro aantoonbare hoeveelheden patuline te vormen (11). 
Mintzlaff (44) ontdekte dat 1,4% van de van worst getsoleerde stammen 
patuline produceerden. 
Bollerman (12) vond dat 4% van de van Cheddar kaas afkomstige schim-
mels patuline vormden. Daarentegen '"erden bij een screening van 
Zwitserse kazen in het geheel geen patuline producenten aangetroffen 
(10). 
Diverse levensmiddelen, waarvan patuline producerende schimmels werden 
gersoleerd, '"erden op de aanwezigheid van patuline onderzocht. 
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Reiss (58) toonde de aanwezigheid van patuline in beschimmeld brood en 
gebak aan (0,1-0,3 mg/kg brood of gebak). In een latere publicatie 
(60) beschreef hij dat brood, dat beënt \o~erd met een P.expansum stam, 
na tien dagen incubatie patuline bevatte, terwijl die hoeveelheid na 
twintig dagen \o~eer verd\o~enen was. 
Enige van rook1o~orst, vlees en vlees\o~aren geïsoleerde P. expansum stam-
men produceren in synthetische voedingsoplossingen aanzienlijke 
hoeveelheden patuline. Na beënting van het vleesprodukt zelf, komt 
daarentegen slechts zeer weinig patuline voor, zoals werd aangetoond 
bij rookworst (2, 31, 35 , 45). 
Stott (73) ontdekte dat P .Patulum, indien deze 1o1erd geënt op Cheddar 
kaas, na twee weken incubatie bij 25°C , patuline had gevormd (0,2-1,3 
llg patuline per g kaas en mycelium). Dit toxine was echter na zes 
weken incubatie niet meer in aantoonbare hoeveelheden aanwezig . 
Harwig (29) isoleerde schimmels van op natuurlijke \>lij ze gerot te 
appels en vond dat 66% van deze stammen patuline produceerde (vooral 
P.expansum). 
P . expansum veroorzaakt dik1o~ijls bederf van appels bij be\o~aring (8, 
76). 
Het sap van dit rottend fruit bevat patuline, soms tot 1000 mg per 
liter sap (8). 
Daar bij de produktie van appelsap en appeho~ijn ook 1o1el rotte appels 
veno~erkt worden, werden deze dranken op hun patuline ge hal te 
onderzocht. Zowel in appelsap als in ongegiste appelwijn werd patuline 
aangetoond (zie tabel 1). 
5 . Voor de bepaling van patuline worden de volgende technieken het 
meest gebruikt 
5.1 Microbiologische analyse . 
5.2 Dunnelaagchromatografie (DLC). 
5 . 3 Gas-vloeistofchromatografie (GLC). 
5.4 Hogedrukvloeistofchromatografie (HPLC). 
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5.1 Microbiologische analyse van patuline. 
Bacillus megaterium is gevoelig voor patuline en is een geschikt 
testorganisme voor een nauwkeurige, kwantitatieve microbiologische 
analyse voor het patuline . De resultaten van het testorganisme zijn 
lineair tussen 2 en 80 pg/schaaltje. 
De microbiologische analyse is vergeleken bij dunnelaagchromatografie 
en de spectrafotometrische methode vergelijkbaar in de nauwkeurigheid , 
maar minder in de gevoeligheid. De detectiegrens voot· patuline is 1, 7 
pg (73). 
5.2 Dunnelaagschromatografische bepaling van ~tuline in verschillende 
produkten. 
Het patuline wordt met de in tabel 2 genoemde extractievloeistoffen 
uit de verschillende produkten ge~xtraheerd. Indien vermeld zijn er 
bij deze extractie hulpmiddelen gebruikt . 
Deze patuline- extrac ten \o/Ord en m.b.v. verschillende methoden, of hele-
maal niet, gezuiverd. Deze methoden zijn vermeld in tabel 3. 
In tabel 4 zijn de verschillende DLC methoden en de verschillende 
detectiemethoden vermeld. 
5.3 Gas-vloeistofchromatografische bepaling van patuline in verschil -
lende produkt en. 
Het patuline \•mrdt met de in tabel 5 genoemde extractievloeistoffen 
uit de verschillende produkten ge~xtraheerd. 
Deze patuline-extracten worden m.b.v. verschillende methoden, of hele-
maal niet, gezuiverd . Deze methoden zijn vermeld in tabel 6. 
In tabel 7 zijn de verschillende GLC methoden met de verschillende 
detectoren vermeld. 
5.4 Hogedrukvloeistofchromatografische bepaling van patuline in ver-
schillende produkten. 
Het patuline wordt met de in tabel 8 genoemde extractievloeistoffen 
uit verschillende produkten ge~xtraheerd. Indien vermeld zijn er bij 
deze extractie hulpmiddelen gebruikt. 
Deze patuline-extracten \<lorden m.b.v. verschillende methoden of hele-
maal niet, gezuiverd. Deze methoden zijn vermeld in tabel 9 . 
In tabel 10 zijn de verschillende HPLC methoden met de verschillende 
detectoren vermeld. 
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6 . Samenvatting 
6.1 De microbiologisc he methode is ~>lel nauwkeurig, maar heeft een veel 
te hoge detectiegrens, namelijk 1,7 )Jg (73). 
6.2 DLC-methode 
Het detectiereagens benzidin geeft de laagste detectieg rens voor sap 
en fruit en of groente, namelijk 5 )Jg/1 en 5 )Jg/kg. 
De extracten van fruit- en groenteprodukten worden gezuiverd over een 
florisil kolom met als elutievloeistof aceton-dichloormethaan . De 
gezuiverde extracten ~.,orden op een kieselgel G plaat, met als eluentia 
I tolueen-ethylacetaat-mierezuur (5+4+1) II benzeen-methanol-ijsazijn 
(90+5+5), gechromatografeerd. Na de DLC ~wrdt de plaat bespoten met 
een benzidinoplossing. Het patuline derivaat is onder invloed van 
UV- licht (360 nm) als geel fluorescerende vle kken ~.,aarneembaar met een 
detectiegrens van 5 )Jg/1 sap en 5 )Jg/kg fruit of groente (34). 
Hierna volgen het chlor-o- tolidin en het chlor-o-dianisidin . De appel-
en vlees-extracten ~>lorden op een kieselgel G plaat, met als eluens 
chloroform- aceton- 85% tuierezuur (66+31+3), gechromatografeerd. De 
plaat wordt na de DLC bespoten met de t~o1ee detectiereagentia chlor-o-
tol i din en het chlor-o-dianisidin. Het patuline derivaat is onder 
invloed van UV-licht (366 nm) bij beide reagentia als groen-gele 
fluorescerende vlekken waarneembaar met een detectiegrens van 5 ng. 
Het chlor-o-tolidin is bij zichtbaar licht nog bij een hoeveelheid van 
30 ng als gele vlek ~.,aarneembaar en het chlor-o-dianisidin nog bij een 
hoeveelheid van 10 ng (40). 
Het meest gebruikte detectiereagens is het 3-methyl-2-benzothia-
zolinone-hydrazone hydrachloride (het t-ffiTH- hydrochloride). 
Het appelsapextract wordt gezuiverd over een silicagel kolom met als 
elutievloeistof benzeen-ethylacetaat (75+25). 
Het gezuiverde appelsap extrac t ~.,ordt op een silicagel plaat met als 
eluens tolueen-ethylacetaat-90% mierezuur (5+4+1), gechromatografeerd . 
De plaat ~vordt na de DLC bes poten met 0,5% NBTH hydrachloride 
oplossing. Het patuline derivaat is onder invloed van langgolvig 





Door middel van visuele vergelijking met een standaardreeks van 
bekende concentratie is 20-25 ~g patuline/1 appelsap nog aantoonbaar 
(64, 63, 14). Deze methode heeft ook bevredigende recoveries. 
Het l>ffiTH de tectiereagens heeft voor respectievelijk appelmoes, 
appelstroop, druivesap, wijn en mengvoeder de volgende 
detectiegrenzen: 50-100 ~g/kg , 250 ~g/kg, 60 ~g/ 1, 30 ~g/1 en 750-800 
~g/kg (14, 67, 27) . Als hulpmiddel bij het meten van de platen l'lordt 
er soms gebruik gemaakt van een densitometer. 
Andere detectiereagentia zijn minder gevoelig. 
Fenylhydrazine-hydrochloride en 2,4-dinitrofenylhydrazine-hydro-
chloride maken patuline zichtbaar als gele vlek met een detectiegrens 
van 100 ng (42). 
Het p. anisaldehyde maakt patuline zichtbaar als geel-bruine 
fluorescerende vlek met een detectiegrens van 100 ng (20) . 
Het diëthylamine maakt het patuline in kaas zichtbaar als gri js-blauwe 
fluorescerende vlekken met een detectiegrens van 20 ~g/kg (68) . 
Verder kan het patuline \o~orden aangetoond met het anthron, aniline 
imines , aniline acetaten en fluorescentiemeting op platen met 
fluorescentie (254 nm) indicator (20, 3, 69, 52, 62, 55 , 56, 24, 26) . 
Om van storingen zoals : 5-hydroxymethylfurfural af te komen \Wrdt 
meestal tweedimensionale DLC uitgevoerd. 
De stoorvlek 5- hydroxymethylfurfural komt meestal voor in appelsap 
(34) . 
6 . 3 GLC methode 
Het patuline kan in de vorm van verschillende derivaten m. b .v. een GLC 
methode \Wrden bepaald namelijk als: trimethylsilylether (TNS)-, 
chlooracetaat- , of acetaatderivaat . Deze derivaten worden gedetecteerd 
m.b . v . een wa terstofvlamionisatiedetector (FID). De detectiegrens 
voor de k1o~antitatieve meting van de derivaten is 100 , 60 en 40 ng voor 
resp. TI-IS- , acetaat- en chlooracetaatderivaat. \vanneer het chloorace-
taatderivaat bepaald \o70rdt me t een electron capture detector (ECD) is 
de detectiegrens 12 ng . Bepaling van pa tuline in appelsap als acetaat-
derivaat geeft een recovery van 90% en een bepalingslimiet van 700 
~g/1; er is geen voorafgaande zuivering van het extract vereist (54). 
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De TMS derivaten van het patuline kunnen het beste op een 3% Dexsil 
300 kolom worden bepaald met een temperatuurprogrammering van 
100-250°C met een programmeringssnelheid van 8°C/min. 
De temperatuurprogrammering 75°-250°C met een programmeringssnelheid 
van 4°C/min heeft tot grote variatie in de retentieti jd geleid (51). 
De TMS derivaten, afkomstig van appelsap, kunnen ook worden bepaald op 
een 3% OV-17 kolom met als detectie massafragmentografie. Bij deze 
methode is de detectiegrens 10 ug/1 appelsap met een recovery van 
100-114% (61). 
Door een 10% QF-1 kolom te gebruiken om de TMS derivaten te bepalen, 
met een FID als detector, verkrijgt men een detectiegrens van 12 mg/1 
(18). 
Als er een GLC met een 5% OV-17 kolom en een massaspectrometer als 
detector gebruikt wordt verkrijgt men een zeer lage detectiegrens. 
Wanneer er een massaspectrometer met een high resolution single moni-
toring wordt gebruikt, is de detectiegrens namelijk 0,2 ug/1 appelsap 
en wanneer er een massaspectrometer met een loN resolution multiple 
ion monitoring 'wrdt gebruikt, is de detectiegrens 5 ug/1 appelsap. 
Bij de laatste methode kunnen 10 ug/1 appelsap betrouwbaar gemeten 
'"orden (57). 
De T~IS derivaten kunnen met verschillende reagentia worden bereid, 
namelijk: 
1) N,O-bis(trimethylsilyl)acetamide(BSA)-benzeen (1:25) 
2) BSA-trimethylchlorosilane(TMCS)- benzeen (1:1:25) 
3) hexamethyldisilazane(HMDS)-TMCS- benzeen (1:1:25) 
4) N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamide(BSTFA)-benzeen (1:25) 
5) N- trimethylsilylimidazole (SIM)-benzeen (1:25). 
De reagentia 1 en 2 geven goede derivaten dus ook goede chromato-
grammen. Het reagens 3 reageert langzamer dan de reagentia 1 en 2. 
Het reagens 5 heeft het patuline zelfs na 24 uur niet volledig tot 
derivaten gevormd. De r eagentia 4 en 5 geven pieken naast de piek van 
het Tt-IS derivaat, dat suggereert, dat er bijprodokten '"orden gevormd 
(25, 74). 
6.4 HPLC methode 
De hogedrukvloeistofchromatografie met als kolom een Zorbax Sil en als 
elutievloeistof iso- oktaan- methyleenchloride-methanol (84+15+1) heeft 
als detectiegrens voor appelsap 11 ug/1. 
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Bij deze methode wordt een UV-detector van 254 nm gebruikt. De reco-
very bij deze methode is groter dan 85% (78 , 5, 6). 
Bij gebruik van dezelfde opstelling , alleen nu met als elutievloeistof 
lso- oktaan-ethylether-azijnzuur (750+250+0,5) is de detectiegrens voor 
appelstroop 30 ~g/kg met als recovery 89,0-112,1%. Bij deze methode 
wordt patuline voor het storende 5-hydroxymethylfurfural gedetecteerd 
( 77) . 
Voor de patuline bepaling in druivesap wordt een ~-Bondapak-CN met als 
elutievloeistof een gradiënt van A n- hexaan met B 5% Butanol-1 in di-
chloormethaan, van 10 tot 50% B in 7 minuten. De detectiegrens voor 
druivensap in 5 ~g/kg met een recovery van meer dan 90%. Bij deze 
methode wordt een UV-detector van 275 nm gebruikt. Het storende 
5- hydroxymethylfurfural wordt voor het patuline gedetecteerd (36). 
Door gebruik te maken van een reverse phase kolom (partisil- 10 ODS) en 
een UV-detector van 280 nm in plaats van 254 nm is de detectiegrens 
voor appelsap verlaagd van 11 ~g/1 naar 1 ug/1 met een recovery van 
82,6 + 2 , 8% (71) . 
Door gebruik te maken van een Spherisorb-5 um kolom met als elutie-
vloeistof gedestilleerd water en als detector een UV-detector van 276 
nm te gebruiken, wordt een detectiegrens voor appelsap verkregen van 5 
~g/1 met als recovery 70-75% (46). 
7 . Conclusie 
Patuline is een toxische uitscheidingastof dat door verschillende 
Penicillium- en Aspergillus-schimmelsoorten geproduceerd '~ordt en dus 
meestal voorkomt op beschimmelde en verrotte produkten . 
Patuline bezit waarschijnlijk ook carcinogene en mutagene eigenschap-
pen. De meest geschikte combinatie voor het bepalen van patuline is 
HPLC met een straight phase kolom en UV-detectie . De detectiegrens is 
bij deze methode 5 ~g/kg met een recovery van meer dan 90% (36) . 
Er kan ook een GLC methode worden gebruikt met als detector een massa-
spectrometer (high resolution single ion monitoring). Deze methode 
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Tabel 1 Het voorkomen van patuline i n appelsap en appelwijn (23) 
produkt aantal % postleve max. patuline methode refer enties 
monsters monsters gehalte 
appelsap 1 100 1 mg/1 DLC , GLC Scott et al 
MS (1972) I 
a ppelsap 13 61 0 ,3 mg /1 HPLC 78 
appelwi jn 95 4 25 mg/1 DLC 79 
5 100 45 mg/1 DLC 
appeh>~i jn 12 0 , 8 1 mg/1 DLC 29 
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Tabel 2 Extractie van patuline uit verschillende prodokten (DLC-methode) 
monster extracti emiddel hulpmiddelen referenties 
graan acetoni tril- - 52 
hexaan (4+1) 
appelsap ethylacetaat - 64 ' 63 ' 14, 41, 
70 , 42 , 3 ' 82 
mengvoeder acetoni tril- - 62' 27 
4% KCl-opl. (9+1) 
appelmoes ethylacetaat mechanische mixer 14 
appelstroop '"ater met ethyl - mechanische mixer + 14 
acetaat centrifuge 
( graan O, 1 H H3P04 + Celite 545 32 
chloroform 
a ppelsap chloroform Celite 545 + 55 
aceton + chromatografie-
buis 
tomaten + aceton + Celite 545 
peren + mixer 
appels + chloroform chromatografiebuis 56 
augurken + 
pruimen 
druivesap + ethylacetaat centrifuge 67 
wijn 
appel acetonitril + ultra- turrax + 24 
chloroform centrifuge 
fruit en ethylacetaat - 34 
groentemonsters 
kaas chloroform + blendor 68 
ethylacetaat centrifuge 
appelsap iso- propanol + - 69 
ethylacetaat (60+40) 
levensmiddel- ethylacetaat Celite 5L•5 26 
produkten 
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Tabel 3 Clean-up van de patuline extracten voor de DLC methode 
monster soort stationaire fase elutie-vloeistof referenties 
graan preparatieve DLC silicagel GF benzeen-methanol- 52 
azijnzuur (90+5+5) 
appelsap kolomchrom. silicagel benzeen-ethyl- 64, 63, 14, 
acetaat (75+25) 82, 69 
mengvoeder membrane - iso-octaan 62, 27 
appelmoes kolomchrom. silicagel 60 ethylacetaat- 14 
benzeen 
appelstroop kolomchrom. silicagel 60 ethylacetaat- 14 
benzeen 
graan kolomchrom. sephadex LH 20 chloroform- 32 
methanol (2+1) 
appelsap - - - 55 
tomaten + 
peren + vloeistof-
appels + vloeistof- - n- hexaan 56 
augurken + extractie 
pruimen 
druivesap + kolomchrom. silicagel benzeen-ethyl- 67 
\>lijn acetaat (75+25) 
appelsap DLC tolueen-ethyl- 70 
acetaat (1+1) 
appelsap DLC silicagel G chloroform- 3 
azijnzuur (9+1) 
appelsap kolomchrom. kieselgel benzeen-ethyl- 41 ' 42 
acetaat (75+25) 
appelsap + kolomchrom. kieselgel chloroform 24 
appels 
fruit en kolomchrom. florisil aceton-dichloor- 3ll 
groente methaan (5+95) 
kaas kolomchrom. kieselgel H ether-n-hexaan 68 
mierezuur (60+20+5' 
levensmid- kolomchrom. kieselgel ethylacetaat- 26 
delprodokter methanol (90+10) 
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aobiel.e fase detectie-( reagens) YOtlll van de detectie detectiegrere rocDierj 
~t:haml. Ul- l1cht donkere vU!Id<en tegen 4/J >e/kg 
azijnzuur (~) flu:>receren:ie a:htergrord 0cl5 ug/vlek -
3Î mmoaiun- licht gele vlelc op witte 4/J kg -
hydrodde+4% ~yl- achcerxroai 
h)odraz1.ne 
mlueen-ethy l.acecaac- 0,5% !1lmi cnler J..arG&olv1g UI-licht 2!>-25 >e/l l:evre:ligen:i 
90% mie.rez,..ur (5+4+1) hydiochlod.de:-Qpl. geel-bruin fhoresceren:le 0,01 IJ8/vl.ek 
vlek 
talue:=-ethy l.acetaac- W-llcht 
~% mie.ren.ur (10 :3: l) 254 nn 
p..an1saldehyd 2:1.chtba.lr l.1cht: z.Gk bruin 
W-licht 366 nn: geel-bruine 
fl.nrescentie 
anthroa zichtbaar l.1cht : 11cht geel 
W- l.icht 366 an: geel-bruine 
flu:>rescentie 
~ zic:htb.:la.r licht : geel- bruin 
W- llcht 366 an: geel-bruine 
fl.nrescenti.e 
hydra=x:Xl~ 2:1.chtbaar licht: geel 0 ,05 ~ 
methyl~thi.az;o- W- licht 366 a:n: geel- bruine 
hydrochlor1.d (!1B'IH) fhoresceru:ie 
tol~ethylacecaac- k.on:golvige :lboorberen:le vlek 
-
~% lllierezu.Jr(60t30HO) W-licht 
~lvig zwak bl&.w fluoresceren:ie -
W-llcht vlekken 
MBlH 2:1.chtba.lr lic:ht: geel 0,5 ~kg ~ 
W-licht 366 nn: geel-bruine 2,0 ~kg . OOI 
I chlorofor'Cr(1) 
a:.eton (9: 1) 
II tol.-n-ethy 1- 0,5% MB1H hydro-
a.cecaac-.ni.erezwr 90% c:hl.oriàe 
(5 :4:1) 
flu:>resccntie 
~lv:!s W- licht 
geel-brui.a fl.nresceren:le 
vleldu!n 
aps:elsap 25 >efkg 
apçel.a:oes 
:irl OO ~kg 
i!p!l!.ls troop 
25i) >eik& 
0\l.orofoau-a:.eton- 0\l.ot-e-tolidi.n W- licht 366 nn: g~ele 5 re 















0\l.or-o-di.misidin W-licht 366 rm: groen-gele 5 re - 4/J 
fl.nr~tie 
s:1l.icegel G IR benzeen-ethylacetaat- 0,5% HB1l! hydro- ~lvig W- l.icht 5J ~ 
ad.ere:z:u.J.r ( !Dt 20t<l, 5) c:hl.oriàe geel-bruine fl.nreoc.e:ntie 
ld.~elG 1sopro!7f let:reN\5% 
tuieren= (8St12) 
l::enz1.d Ln 
ld.ezelgel I n-rexaa.n-et:rer (1 :4) ä:nsi ton>t:trte 
fertigplJ!.tten II di"éthylet:rer 273 rm 






Vervolg T.abel 4 Pal:u.l..1n.:~~ 111-b.v. de DLC. .dxldc 
IDCinSter stad.onaire fase aobiele fase detectie-( reagens) ..oen van re retect1e retect1egrers ret::DJery referenties 
t=+~+ kieselgel I n-hexaan-di"éthyl- dens1 ta:letrisch - 40 IJ&Ikg 86-951: 56 
appel + augurken + fert::1gplat ten ether (l"t4) 273 (XII 
~ n di"éthylether 
druivensap s1licasel I chloroform-acetoa 
wijn (~l) II tolueen- 51: MB1H !»-licht 366 rm: geel-bruine wijn 30 ~1 
-
67 
e thy t.lcetaac-'Xl% hydrochloride fhor-escentie dru1 ven;.ap 
axierezu.tr (5:4:1) ro \.811 
appelsap - - 2,4-dinicrophenyl- !» 375 rol E - 1.8250 - bevredigel::d 70 
hydrazonen ID.b.v. 
spectrofoi:.Oilleter 
appelsap &ilicagel I -colueen-ethy lBcetaat fToenY lhydraz:in zichtbaar licht: gele 100 ~ - 42 
85% aûerezu.tr(SOt-40H0) vlekken 
U chloroform-acecon chlor/2,4-dinicro zichtbaar licht: gele 100 ng - 42 
(65+-32) phenllhi:draz.in vlekken 
appel &lp -
-
speccrofotC~Decr1sch !»-licht: ZJ5 an E-14540 - - 3 
appelsap s:W.c.agel 3 of 4x CXItw1lckeleo. aniline !mine 
metbenzeen tceet mûssie bij a>eet Emissie bij 485 rol - - 82 
485 rm 
fruit + kieselgel c I chloroform- (2) W366an donkere vlekken cp ~- SOng !m 21+ 
fruitprod ..hen lllecharol (96+4) groene crdeg;rcrd 
U tolueen-ethyt.lcetaat 
lllit!rezu.tr (50t 50HO) demi COCDo:crisch 10~ 86-92% 24 
fruit + kieselgel c I tol~thyt.lcetaat Benzid1n-oploss~ !»-licht 3ftJ rol: geel 5\-Silsap 
groenteprod ~keen axiere = (5+-4+ l) fl..oresce=-de vlekken 5 \-SI kg trui t - 34 
U be:nz.een-1:>etharol- of groente 
1Jsaz1.l!! (~5) 
~er ailicagel c ~ tD1~thylacetaat- H81H hydro- !»- licht 366 an: geel-bruine 750-800 1-&'k& 87-9:)% 2] 
c:hl.oroforll! ~100+-50+50) chloride flu:> resceren!e vlekken 
kaas k:1eselgel60 I pentaan-ethy lacetaat- diethy lamine J.arwlvig LV- licht 20 \-Sikg 82% 68 
(94+6) grijs-~ flu:>rescentie 
U isopropylether-(3) 
pencaan-ethy llld'ol-
pyridine (42 :6:24) 
appelsap ailicagel 60 I pencaarrethy lacetaat rens 1 COCDo:crisch !»-licht: geel-groere fl..orescentie 91% 69 
(94+6) an1l ineac:etaten flu:>rescencie 4~ 
!I isopcopylether- cicrei I:.Oilletrie 
pentaal-echarol- 10 ng 
pyridine ( SH 12-t<riO 18 ) 
levensoU.ddel- ki<:»elgelftJ I benzeen-metharol (1) ~i ta:lecrisch dcrcs 1 tcmccr1sch - 26 
prodikten o.zi.Jt= ('JJ+-5+5) I» 273 cm 10 ng 
II col Uf!d"l"'ethy t.lcecaa t Lil- licht 25 ng 
~% lllieoo zu.u:( 6C» JO;. 30) 
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Opmerkingen voor tabel 4 
1) De plaat wordt ont1o1ikkeld met loopvloeistof II, maar e r worden 
betere resultaten verkregen door tweedimensionale DLC uit te 
voeren. 
2) Om veno~isseling van patuline en op patuline lijkende stoffen zoals 
5-hydroxymethylfurfural uit te sluiten 1o1ordt er nog een plaat ont-
to~ikkeld met de loopvloeistoffen I chloroform- azijnzuur-ether 
(68+4+12) en II c hloroform- aceton (90+10). De densitometer sluit 
deze verwisseling ook uit. 
3) Indien er verontreiniging optreedt bij de tweede keer ontto~ikkelen 
van de plaat, kan als tto~eede loopmiddel ook gebruikt worden chloro-
form- ace ton-to~a ter ( 93+7+ 1) of ether- hexaan-90% mie re zuur 
(60+20+0,4). 
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Tabel 5 Extractie van patuline uit verschillende produkten voor de 
GLC methode 
monster extractiemiddel hulpmiddel referenties 
appelsap ethylacetaat - 54 ' 61, 57 
graan + rijst 3% methanol in - 51 
chloroform 
mengvoer ethylacetaat - 25 
Tabel 6 Clean- up van de patuline extracten voor de GLC methode 
monster soort stationaire fase elutievloeistof 
appelsap - - -
graan + rijst DLC silicagel G methanol-chloro-
form (10:90) 
mengvoer DLC silicagel GF benzeen-methanol-
azijnzuur (18:1:1) 
appelsap kolomchrom. silicagel -
8236 .32 
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Tabel 7 ~bepe.lirg van E!!culine 
lilCOSter scaciooaire fase a.c coalities derivaat detectie dececciegrere r:et:.r>lery referenties 
appelsap 3% .Dal. op Gas 01raD. temperatuur: no •c aceraat vlamionisatie fQng ~ 54 
w gevoel.1gtcld : 3xJ.o-ll detector (FID) 
3% .D<R op Gas Ch'au. temperatuur: l30 c chlooraceraat FID: 40ng 54 
w gevoe1..ighe.id: 3xlo-ll electron capeure 12ng 
detector (ECD) 
USE))opGas temperatuur: 110 c silylether FID 100 ng 54 
Chran. Q gevoel1gre.1.d: 3xlo-ll 
( 1) 
graan~ rijst 3%rN-l7 t:.cmp.pr. 1oo-250·c (mee s·C'min) t:ri.aethy ls1l y 1 FID (2) - 51 
cemp.pr. 75-250•c (mee 4 •C'min) (n-s) 
isotherm. 125 • C (gevoeligheid 1o-11) 
3% DexsU 300 idem 1M) FID - 51 
3% r::N-25 idem n-s FID - 51 
appelsap 3% CN-17 op te:~peratuur 175 •ç n-s massafragmenro- 10 ~1 1CX>-114% 61 
Gas Olrc:m. Q grafie 
mengvoer ei!n ~sel (1 : 1) te:~peratuur 17 5 • c n-s (3) Eil) 20 ~Kg 85-9& 25, 74 
V at\ 10% 0C 200 e<l 
15% Ql?-1 elk op 
Gas Olrc:m. Q 
10% QF-1 op r:.emp. pr. 2 m..irucen 1.20•c 'lH> FID 12 IJ&/1 - lB 
Gas Olrc:m. Q ; dan 4 °C'm.in CDC 200°C 
appelsap 5% CN-17 op C81q:eratuur rN-17 : 200 • C n-s massaspectra:>eter 
diat:anice ~ temperatuur SP 2250 : 190 • C - High resolution 0,2 IJ&/1 - 57 
of 3% SP 2250 sirgle ioo aDnitorirg 
op wpdcoport: - 100J reso1ution 5 IV1 - 57 
aultiple ion aDni- be t:rOUJ !nar 10 IJ&/'1 
tori~ 
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Opmerkingen voor tabel 7 
1) De beste temperatuurprogrammering bij de GLC methode is 100-250°C 
met 8°C/min. De temperatuurprogrammering van 75-250°C met 4°C/min 
resulteerde tot grote variatie in de retentietijden en de isotherme 
run bij 125°C resulteerde tot een erg zwakke respons voor patuline. 
2) De detectiegrenzen zijn afhankelijk van de kolom. 
3) Als trimethylsilyleringsreagens kan Horden gebruikt: 
1) N,O-bis(trimethylsilyl)acetamide(BSA)-benzeen (1:25) [25] [18] 
2) BSA-trimethylclorosilane(TMCS)-benzeen (1:1: 25) [18] [51] [25 ] 
3) hexamethyldisilazane(mms )-Tl>lCS-benzeen (1: 1:25) 
4) N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamide(BSTFA)-benzeen (1:25) 
5) N-trimethylsilylimidazole(SIM)-benzeen (1:25). 
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Tabel 8 Extractie van patuline uit verschillende produkten voor de 
HPLC methode 
monster extractiemiddel hulpmiddel referenties 
appelsap ethylacetaat - 78, 71, 56, 46 
appelstroop ethylacetaat - 77 
druivensap tolueen-ethylacetaat extrelut- 36 
(3:1) kolom 
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Tabel 9 Clean- up van de patuline extracten voor de HPLC methode 
Nonster soort stationaire fase elutievloeistof referenties 
appelsap kolomchrom. silicaBel ethylacetaat- l 78, 6 
benzeen. (25+75) 
appelstroop kolomchrom. silicagel ethylacetaa t - 77 
benzeen (25+75) 
druivesap kolomchrom. kieselgel 60 ethylacetaat- 36 
tolueen (1: 3) 




buffermonster - - - 5 
appelsap 
appelsap vloeistof- vloeistof - natriumcarbonaat- 46 
extractie oploss ing 
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Tabel 10 Patuline bepaling net behulp van HPLC metrooe 
monsters stationaire fase el.utiev loeistof detectie detectiegren.c recovery refrenties 
ap~lsap Zorbax-Sil iso-oktaan-methy leen- l.N- licht 254 nn 11 J,Jg/1 > 85% 78, 5, 6 
chloride-methanol 
(84+1St1) 
ap~stroop Zorbax-Sil iso-oktaanrethyl- l.N-licht 254 rm 15 ng 89,û-112,1% 77 
ether-azijnzuur 
(750+250+0,5) 1) 
druivesap l.l Bordapak-eN panp A: n-hexaan l.N- licht 275 nn 5 J,Jg/kg > ~% 36 
panp B: 5% butanol-1 
in dichloonnethaan 2) 
l 
ap~sap Partisil- 10 000 ethylacetaat- l.N-licht 280 nn 1 J,Jg/1 82,6 + 2,8% 71 
methanol (10t90) 
ap~sap Spherisorb-5 lJlll gedestilleerd loBter l.N-licht 276 nn 5 J,Jg/1 7û-75% 46 
ODS 
Opnerkingen 
1) Patuline ~.,;ordt voor het storeroe 5-hydroxymethylfurfural gedetecteerd . 
2) Patuline ,.,;ordt na het storerde 5-hydroxymethylfurfural gedetecteerd. 
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